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摘　要: 目的　为比较对猪囊尾蚴总 RNA 提取与mRNA 分离方法的优点。方法　采用 P rom ega 公司的 SV 总
RNA 分离体系、RNA gents 总RNA 分离体系和B ioD ev2T ech 的 TR IZOL L S 试剂, 对猪囊尾蚴总 RNA 进行了提
取; 用 P rom ega 的 Po lyA T tract mRNA 分离体系和Am ersham 的Q uickp rep 微量mRNA 纯化试剂盒对mRNA 进
行分离。结果　表明经改良的 TR IZOL L S 试剂, 提取猪囊尾蚴 RNA 效果好, 而 Po lyA T tract mRNA 分离体系分
离的mRNA 含量高, 纯度好。结论　所分离的mRNA 适合于构建 cDNA 表达文库。
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　　Abstract: 　 To tal RNA w as ex tracted and mRNA w as iso la ted from Cy sticercus cellu losae w ith
differen t m ethods. It w as p roved that TR IZOL L S agen ts is su itab le fo r the to ta l RNA ex tracted and
Po lyA T tract mRNA iso la t ion system is bet ter fo r the mRNA iso la ted.
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　　猪囊尾蚴是寄生于人体肠道的有钩绦虫的幼虫
期, 可寄生于人、猪等宿主。对猪囊尾蚴分子生物学
的研究, 特别是 cDNA 表达文库的构建, 有助于找
到功能性抗原基因, 为研制分子疫苗奠定基础, 而总
RNA 的提取和mRNA 的分离, 是此项研究工作的





虫体, 用生理盐水冲洗 3～ 4 次后, 液氮保存备用。
1. 2 　试剂和设备　 SV 总 RNA 分离体系、
RNA gen ts总 RNA 分离体系 (P rom ega) ; TR IZOL
L S 试剂 (B ioD ev2T ech) ; Po lyA T tract mRNA 分离
体系 (P rom ega) ; Q u ickp rep 微量mRNA 纯化试剂
(Am ersham )、D EPC (P rom ega). 微量核酸蛋白检测
仪 (eppendo rf B iopho tom eter, 德国)
1. 3　猪囊尾蚴总 RNA 的提取　所有器皿和无菌
水须经D EPC (焦碳酸二乙酯) 无 RN ase (RNA 酶)
处理。
1. 3. 1　用 SV 总RNA 分离体系提取RNA
1. 3. 1. 1　从液氮中取出冻存的囊尾蚴, 称取 30m g
置于微型匀浆器中, 在冰浴中迅速研磨至无可见组
织块。加入 SV RNA 裂解缓冲液, 颠倒混匀。并转移
至一灭菌的D EPC 处理的 eppendo rf 管中, 加 SV
RNA 稀释缓冲液, 颠倒混合 3～ 4 次, 70°C 水浴
3m in。
1. 3. 1. 2　12 000～ 14 000röm in, 4°C 离心 10m in,
将上清液转至另一清洁离心管中, 加入 95% 乙醇,
吹打混合 3～ 4 次。转移混合物至 Sp in Co lum n,
12 000～ 14 000röm in, 4°C 离心 1m in, 倒出收集管
中的液体。
1. 3. 1. 3　在 sp in co lum n 上加入乙醇稀释的 SV
RNA 洗涤缓冲液, 12 000～ 14 000röm in, 4°C 离心
1m in。
1. 3. 1. 4　加入DNA 酶温育混合物, 20～ 25°C 孵育
15m in 后, 再加入DNA 酶终止液, 12 000röm in, 离
心 1m in。
1. 3. 1. 5　分别加入 600ΛL、250ΛL SV RNA 洗涤
液, 12 000～ 14 000röm in 离心 1m in, 洗涤两次。换
一新的无 RNA 酶的 eppendo rf 管, 用 100ΛL 无
RNA 酶水洗脱RNA , 置- 70°C 保存备用.
1. 3. 1. 6　用微量核酸蛋白检测仪测定 RNA 的
OD 260öOD 280, 并测其含量.
1. 3. 2　用 TR IZOL L S 试剂提取RNA
1. 3. 2. 1　称取 100m g 虫体, 加 TR IZOL L S 试剂,
在匀浆器中快速匀浆至无可见组织, 将液相转移到
1. 5mL eppendo rf 管内。
1. 3. 2. 2　室温孵育 5m in, 使核酸蛋白完全降解。加
入 0. 2mL 氯仿, 轻轻颠倒混匀, 室温孵育 2～
15m in。4°C, 11 500röm in 离心 15m in, 取上层水相于
一新 eppendo rf 管中。
1. 3. 2. 3　加入 0. 2mL 异丙醇沉淀RNA。先在室温
孵育 2～ 15m in, 4°C, 11 500röm in 离心 10m in。
1. 3. 2. 4　弃上清, 用 75% 乙醇 (1‰D EPC 水配制)
洗涤沉淀, 4°C, 7 400röm in 离心 5m in。弃上清, 室温
干燥沉淀 10m in.
1. 3. 2. 5　用无 RNA 酶水溶解沉淀, 加 1ΛL (40uö
ΛL )RNA 酶抑制剂, 置- 20°C 备用。
1. 3. 2. 6　用微量核酸蛋白检测仪测定 RNA 的
OD 260öOD 280, 并测其含量。
1. 3. 3　用RNA gen ts 总RNA 分离体系提取RNA
1. 3. 3. 1　称取囊尾蚴 400m g, 置于研钵中, 加液氮
快速研磨至白色粉末状。加 5mL 变性液, 迅速研磨
5m in。
1. 3. 3. 2　将液相转移至匀浆器中, 在冰上研磨至无
可见组织块为止。
1. 3. 3. 3　用枪头吸至 eppendo rf 管中, 加入 2M 乙
酸钠 (pH 4. 0) 100ΛL , 轻轻颠倒混匀。加入等体积的
酚ö氯仿, 轻柔颠倒混匀, 置冰上 15m in。
1. 3. 3. 4　4°C, 10 000röm in, 离心 20m in, 吸上清液
至另一新的 eppendo rf 管中。加入等体积的异丙醇,
- 20°C沉淀 30m in。
1. 3. 3. 5　4°C, 10 000röm in, 离心 15m in, 弃上清。
每管再加入变性液 700ΛL 溶解RNA 沉淀。再加入
等体积的异丙醇。 - 20°C, 30m in, 沉淀RNA。
1. 3. 3. 6　4°C, 10 000röm in, 离心 10m in, 弃上清,
每管再加入 75% 冰乙醇洗涤, 30m in。高速离心
2m in, 用枪头吸尽残余液体。室温干燥后, 加无
RNA 酶水溶解, - 20°C 备用。
1. 3. 3. 7　用微量核酸蛋白检测仪测定 RNA 的
OD 260öOD 280, 并测其含量。
1. 4　猪囊尾蚴mRNA 的分离
1. 4. 1　采用 po lyA T tract mRNA 分离体系分离
1. 4. 1. 1　探针的退火结合　将含 0. 1～ 1. 0m g 的
总 RNA 溶液加入无 RN ase 的 eppendo rf 管中, 置
65°C 水浴中 10m in, 加 3ΛL (50pmo löΛL ) 生物素化
的o ligo (dT )探针和 13ΛL 20×SSC, 轻轻混匀, 室温
放置完全冷却。
1. 4. 1. 2　链霉亲和素顺磁颗粒 (SA 2PM P) 的洗涤
　轻轻弹动管底使链霉亲和素顺磁颗粒 (SA 2PM P)
完全分散, 然后将管放在磁柱上, 使 SA 2PM P 颗粒
完全吸附在管壁上, 小心移去上清, 用 0. 5×SSC
(0. 3mL ö次) 冲洗 SA 2PM P 3 次, 每次如上法用磁
柱俘获顺磁颗粒, 最后用 0. 1mL 0. 5×SSC 重悬
SA 2PM P 颗粒。
1. 4. 1. 3　退火结合的O ligo (dT ) 2mRNA 杂交体的
浮获和洗涤　将所有退火反应的液体加入含有 SA 2
PM P 的管中, 室温放置 10m in, 其间每 1～ 2m in 颠
倒混合 1 次。混合物用磁柱俘获SA 2PM P, 小心移去
上清, 加入 0. 1×SSC 0. 3mL , 轻轻弹动管底洗涤 4
次, 最后 1 次尽可能除去残留上清。
1. 4. 1. 4　mRNA 的洗脱　在上述管中加入 0. 1mL
无RNA 酶水, 弹动管壁使颗粒悬浮, 将管置磁柱上
使顺磁颗粒吸附在管壁上, 转移上清至另一无RNA
酶的管中, 即为分离的mRNA。
1. 4. 1. 5　用微量核酸蛋白检测仪测定mRNA 的
OD 260öOD 280, 并测其含量。
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1. 4. 2　采用Q u ickp rep 微量mRNA 纯化试剂分离
mRNA
1. 4. 2. 1　按比例 (0. 1gö2. 4mL ) 加入提取缓冲液,
室温下用匀浆器充分匀浆囊尾蚴虫体。
1. 4. 2. 2　匀浆液用 2 倍的洗脱缓冲液稀释, 将稀释
液转移至 eppendo rf 管中, 并与 1mL O ligo (dT )—
纤维素悬浮液一起离心 (14 000röm in, 2m in)。
1. 4. 2. 3　上清液悬浮O ligo (dT )—纤维素沉淀,
室温下混匀, 放置 10m in。14 000röm in, 离心 20 秒,
弃上清。
1. 4. 2. 4　加入高盐溶液, 悬浮O ligo (dT )—纤维
素沉淀。14 000röm in, 离心 20 秒, 弃上清, 用高盐溶
液再洗 4 次, 用低盐溶液洗 2 次。
1. 4. 2. 5　用 0. 3mL 低盐溶液重悬O ligo (dT ) )—
纤维素沉淀, 转移到微型柱中, 14 000röm in, 离心
10S。在柱床上加 0. 5mL 低盐溶液, 14 000g, 离心
10S, 再用低盐溶液洗 2 次。
1. 4. 2. 6　每次用 0. 2mL 65°C 的洗脱缓冲液离心
洗涤 2 次, 并收集这两次的洗脱液。在 0. 4mL 流出
液中加入 40ΛL 3mo löL 醋酸钾溶液, 10ΛL 糖原溶
液 (10m gömL )及 2. 5 倍体积的无水乙醇, - 20°C 沉
淀过夜。
1. 4. 2. 7　4°C, 14 000röm in, 离心 10m in; 弃上清,
70% 的乙醇洗涤沉淀 2 次, 真空抽干。用微量核酸蛋
白检测仪测定mRNA 的OD 260öOD 280, 并测其含
量。
2　结果
2. 1　用三种方法提取的总 RNA , 经微量核酸蛋白
检测仪测定, 其OD 260öOD 280值及含量分别如下:
SV 总RNA 分离体系:
OD 260öOD 280= 1. 012; 含量为 89. 25ΛgömL
TR IZOL L S 试剂:
OD 260öOD 280= 2. 080; 含量为 120. 14ΛgömL
RNA gen ts 总RNA 分离体系:
OD 260öOD 280= 0. 925; 含量为 68. 13ΛgömL
2. 2　用两种方法分离mRNA , 其OD 260öOD 280值及
含量分别为:
Po lyA T tract mRNA 分离试剂:
OD 260öOD 280= 1. 92; 含量为 256ΛgömL
Q u ickp rep 微量mRNA 纯化试剂:
OD 260öOD 280= 1. 113 含量为 121. 1ΛgömL
从测定结果可以看出: TR IZOL L S 试剂 提取
的总RNA 含量高, 纯度高; Po lyA T tract mRNA 分




cDNA 文库的成功构建, RNA 和mRNA 的质
量是一个至关重要的因素, 因在实际操作中RNA
往往会被RNA 酶 (RN ase)降解。RNA 酶尤其是胰
RNA 酶是一类生物活性非常稳定的酶类[1 ]。除细胞




复活性。所以, 在提取RNA 和分离mRNA 时, 应尽
力减少 RNA 酶对它们的降解作用。创造一个无
RN ase的环境主要包括两个方面[2 ]: 即极力避免外
源RN ase 的污染, 尽力抑制内源性RN ase 的活力。
3. 1　避免外源性RN ase 的污染
3. 1. 1　操作者的手直接触摸之处, 毫无疑问会留下
RN ase。说话带出的唾液也富含RN ase, 故整个操作
过程中, 应戴口罩和手套。
3. 1. 2　空气中飞尘携带的细菌、霉菌等微生物, 亦
为污染的途径, 故操作过程应在洁净的环境中进行。
3. 1. 3　玻璃器皿常规洗净后, 应用 0. 1%D EPC 浸
泡处理, 再用双蒸灭菌水漂洗几次, 高压消毒去除
D EPC, 然后 250°C 烘烤 4 小时以上或 200°C 干烤过
夜。
3. 1. 4　塑料器材最好使用灭菌的一次性塑料用品。
Eppendo rf 管、微量加样吸头最好是新的, 使用前经
0. 1%D EPC 浸泡处理后, 高压消毒。
3. 1. 5　所有溶液应加 0. 1%D EPC, 室温处理过夜,
然后高压处理 (1, 034×105Pa, 20m in)。
3. 1. 6　所用的化学试剂应为新包装, 称量时使用干
烤处理的称量勺。
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3. 1. 7　所有操作均应在冰浴中进行, 低温条件可降
低RN ase 活性。
3. 2　抑制内源性RN ase 活性　细胞破碎的同时,
RN ase 释放出来, 这种内源性的 RN ase 是降解
RNA 的主要危险之一。故应尽早去除细胞内蛋白,
加入 PN ase 抑剂, 力争在提取的起始阶段对RN ase
活力进行有效地抑制。
不同组织细胞中内源性RN ase 的数量不同, 胰
腺、脾组织细胞中RN ase 的含量极为丰富, 在RNA
提取时, 需要联合使用强有力的RN ase 抑制剂。
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　　个体养鸡户于 2003 年 5 月 6 日, 从孵化站购进
蛋鸡雏 1 000 只, 饲养至 3 月龄时, 鸡群有 410 只开
始发病, 其症状为以出血性肠炎为主要特征, 且发病
急、病程短、死亡快, 4 天内死亡 368 只, 占发病率的





具, 平地饲养, 但经常用抗球虫药氯苯胍以 33×
10- 6混入饲料中饲喂作预防, 连用 7 天, 停药 3 天,
再用 7 天以后停药, 在 72 日龄时用 0. 04% 的痢特
灵饮水 5 天, 鸡舍的卫生条件较差, 饲料库又是以前
养过鸡的房舍, 而且鸡舍环境污浊潮湿, 通风不良,





苍白, 排血便, 严重者血便不止, 迅速死亡。
3　尸体剖检变化　共剖检 16 只病死鸡, 其共同变





玻片上, 加等量生理盐水稀释, 覆盖玻片, 高倍镜下





5∶1 按 0. 25% 混入饲料, 连用 5 天。预防用氯苯胍
以 33×10- 6混料连用 7 天。在病鸡出现死亡的第 2
天用药, 受治疗鸡在用药后第 2、3、4 天分别死亡
21、15、7 只, 以后再没出现死亡现象。
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